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論 文 内 容 要 旨
〔序 論〕
赤血球において陰イオン輸送を司 る膜蛋白質バ ンド3は分子量が約97kDaの糖蛋白質である。
バ ンド3は機能,構 造の両面から3っの ドメインに分けることができる。すなわち,1)脂 質二
重層を複数回往復 している膜貫通 ドメイン,2)細 胞質側に突出 している水溶性の細胞質側 ドメ
イン,及び3)膜 表面の糖鎖結合部分である。1)は 陰イオン輸送に関与するもので,陰 イオン
交換反応が赤血球による炭酸ガスの運搬や赤血球内部pHの調節において重要な位置を占めてい
ることから,これにっいては多 くの研究が行われている。一方,細 胞質側 ドメインにっいては解
糖系酵素やヘモグロビンなどの結合部位を有 し,更に,赤血球の形態及び変形能の維持に関係 し
ていることが推測されるなど,最近,そ の役割が注目されるようになってきた。
本研究は細胞質側 ドメインの性質に関連するものとして,低張液中での溶血とバ ンド3との関
係を明 らかにすることを目的として行った。
第1章 エオシン与 マレイミ ドとバン ド3との相互作用
一 バン ド3細胞質側 ドメインにおける結合部位 一
陰イオン輸送の阻害剤EMI(エオシンー5一マレイ ミド)とゴース トとをpH7.4で反応させた場
合 とpH6.0で反応させた場合とではバ ンド3におけるEMIの結合部位は異なっていることが示
唆されている。
そこで,こ の章においてはEMIとバ ンド3との相互作用を種々の条件下で検討 し,細胞質側
ドメインにおけるEMI結合部位の特徴をEMI結合ゴーストについての吸収スペク トル及びCD
スペク トルを測定することによって調べた。ゴーストをpH7.4でEMIと反応させて調製 した場
合のEMI結合ゴース トの吸収スペク トル及びCDス ペクトルはイオン強度依存性を示さなか っ
たが,ゴ ース トとEMIをpH6.0で反応させた場合はイオン強度の影響を強 く受けた。以上 の結
果はpH7。4で反応させた場合は,EMIはバ ンド3の膜表面付近,す なわち,膜 貫通 ドメイ ンに
結合するが,pH6.0で反応させた場合は細胞質側 ドメインにおけるシステインクラスターに も結
合するという考え方を支持 し,更にシステインクラスターあるいはその周辺の構造がイオン強度
に影響されることを示す。また,EMIとバ ンド3との共有結合反応における熱力学的パ ラメー
ターをpH7.4及びpH6.0の場合にっいて差スペクトル法によ り求 めたところ,pH6.0の場合の
活性化エネルギー及び活性化エントロピー変化の値は,それぞれ,3。7kcal/皿ol及び一52,2cal/
mol・degreeであった。 これ らの値はpH7.4の場合の3分1以 下及び2分 の1以下で,こ れはシ
ステイ ンクラスターにおけるSH基が特徴ある空間配置をしていることに対応す る。次に,
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pH6.0でゴース トにEMIを結合させたのちプロテァーゼ処理 を行 って細胞質側 ドメイ ン(43k
フラグメント)を単離 し,そのCDス ペク トルを測定 したところ,pH6.0及びpH7.4で調製 した
場合のEMI結合 ゴース トが示す ものとは異なる形のCDスペクトルが観察された。このことは,
細胞質側 ドメインにおけるシステインクラスターの構造が膜貫通 ドメインの影響を受けているこ
とを示唆する。また,EMI結合43kフラグメントにっいてのpH滴定により,EMI一細胞質側 ド
メイン複合体においてはEMIとシステインとの共有結合以外にEMI分子中のカルボキシル基 と
リジン残基とのイオン的な結合が関与 していることが推察された。
第2章 低張液中での溶血に対するバン ド3の関与
赤血球の形態はイオン強度に依存するが,こ れはバ ンド3の細胞質側 ドメインと骨格蛋白質 と
の結合状態がイオン強度によって影響を受けることに関連 している。一方,近 年,楕 円赤血球症
や球状赤血球症などにおいては細胞質側 ドメインの遺伝的,構造的な異常が明らかになっている
が,こ れらのバンド3異常症においては多 くの場合溶血性貧血が認められている。これより溶血
とバ ンド3との関わりが推察される。したがって,低 張状態での溶血に際しても,バ ンド3には
何 らかの変化が起 きていると考えられる。本章では,溶血とバ ンド3との関係にっいてみるため
溶血と赤血球膜の流動性の変化及び膜蛋白質の構造変化との関係にっいて検討 した。イオン強度
はKCIを添加することで調節 した。赤血球についての溶血曲線より,低張性溶血 はpH依存的で
あり,酸性領域ではその抵抗性が弱まることがわかっ#。次に,ス ピンラベル法により種々の条
件下で赤血球のESRスペクトルを測定 した。pH6.0では脂質膜中央部分の流動性がKCIの濃度
に依存 して変化 した。この変化は溶血曲線に対応 した。しか し,膜表面付近では流動性の変化 は
認められなかった。pH7.4においては脂質膜のどの部分で も流動性は変化することがなかった。
したがって,低張性溶血には膜蛋白質が主に関与すると考え られた。そこで,ゴ ース トを用 い
pH及びイオン強度を変えてCDス ペクトルを測定 したところ,膜蛋白質におけるα〈 リックス
の含有率も変化 した。このときのKC1濃度依存性は溶血曲線のKCI濃度依存性 と類似 した。 こ
のことは膜蛋白質の構造変化あるいは状態変化が低張性溶血と関連することを示唆する。次に,
バ ンド3と特異的に結合 し陰イオン交換を阻害す るDIDS(4,4'一ジイソチオシアノスチルベンー
2,2'一ジスルホン酸),EITC(エオシンー5一イソチオシアン酸)あ るいはEMIで修飾 した赤血球
にっいて溶血曲線を求め,膜蛋白質の構造変化 との関連性について調べた。その結果,バ ンド3
の構造的な変化あるいは存在状態の変化が低張性溶血 と関連 していることが示された。
以上より,低張液中での溶血に際し,バ ンド3が何 らかの役割 を演 じていることが明 らかと
なった。
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第3章 低張液中での溶血の機構一バ ンド3細胞質側 ドメインが関与するホール形成 一
低張性溶血において,』バ ン ド3が どのような役割 を果た しているのかにっいて検討 した。
pH7.4でバンド3をEMI標識 した赤血球を低張状態にして蛍光顕微鏡による観察を行 ったとこ
ろ,赤血球には直径が約3μmの キャップ状あるいはリング状のEMIクラスターが観察 された。
また,低張状態における赤血球を原子間力顕微鏡で観察 したところ,直径が約3μmの ホールが
確認 された。以上の結果はバ ンド3が溶血ホールの形成に関与していることを示唆す る。次に,
pH7.4でバンド3をEMI標識 したゴース トにっいて低張液中での蛍光スペク トルを測定 しその
時間変化を追跡 したところ,EMIの蛍光強度は二相的な変化を示 した。 しか し,ト リプ シン処
理により細胞質側 ドメインを除去 したゴース ト,あるいはpH6。0で細胞質側 ドメイ ンをEMI修
飾 したゴース トではこのような蛍光の変化は見 られなかった。これらの結果より,低張液中での
バンド3分子間の会合あるいは解離には,細胞質側 ドメインやシステインクラスターが関与す る
と推察できた。また,蛍光強度 の変化はバ ンド3の会合状態の変化を反映 しているので,そ の二
相的な変化は,赤血球の膨潤,バ ンド3によるホール形成及びバ ンド3の再分散などの状態変化
に対応すると考えた。このような一連の過程に基づいた一次速度式を用いてプロットしたところ,
種々の温度における蛍光強度の実測値によく一致する曲線が得 られた。これより低張性溶血に際
してのバンド3の挙動が推察された。バ ンド3の集合による溶血ホール形成にはアンキ リンを介
したスペクトリンとの相互作用が重要な因子 となる。低張液中ではアンキ リンとの相互作用が弱
くなり,バ ンド3の運動性が高 くなるためバ ンド3が集合しホールを形成す ると推察 した。
〔結 論〕
EMIはバ ンド3と特異的に結合 し陰イオンの輸送を阻害するが,こ れは他 の阻害剤 と異なる
反応性を有する。この反応の特徴を利用 して赤血球の低張性溶血の機構にっいて検討 した。その
結果,溶 血に際 してのホール形成にはバ ンド3が関与 していることが示 された。更に,バ ンド3
によるホールの形成並びに消失過程にっいてのモデルを提出した。これは低張性溶血の機構を示
すものである。本研究で得られた結果はバ ンド3異常を示す赤血球の細胞質側 ドメインの性状 と
異常溶血の発現や赤血球機能の喪失との関係などを明 らかにするうえでも重要な知見を提出する
と考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,赤血球細胞膜中の主要構成 タンパク質であるバ ンド3の構造と機能を明らかにする
ことを目的とし,特にバ ンド3の細胞質側 ドメインの性状と溶血との関係を検討 した研究である。
まず細胞質側 ドメインにおけるSH基の性質を調べるため,修 飾試薬であるEMIを反応 させ
ると,その反応成績体の性質は赤血球 ゴース トを調製する際の水素イオ ン濃度に強く依存するこ
とを明 らかにした。すなわち,pH6.0で調製 した場合のEMI結合部位のタンパ クの高次構造は
イオン強度によって変化す るが,pH7.4で調製 した場合にはイオ ン強度による構造変化がほとん
ど認められない。 この結果は,バ ンド3へのEMI結合部位がpHに よって異なることを示 し,
pH6.0では細胞質側に結合 し,その結合部位は特徴のある構造を持 っていることが結論づけられ
た。またEMIとの結合には,共有結合以外にリジン残基との間のイオ ン結合が関与 しているこ
とを示 した。っぎにバ ンド3が赤血球膜の構造維持にどのような役割を果 しているかを調べるた
め,溶血時における膜タンパク質の構造変化を解析 した。pH7.4における溶血の過程では膜の流
動性は変化 しないが,pH6.0における溶血では,脂質二重層の中央部分の流動性がイオン強度 に
依存することがスピンラベル剤を用いたESRスペクトルから明らかになり,膜 タ ンパ ク質の構
造変化が低張性溶血と関連することが推論された。またEMI標識 したゴース トのCDス ペク ト
ルからも,バ ンド3が膜の性状の変化に密接に関与 していることが確認された。
さらに赤血球をEMIでラベルしたのち低張溶液に移 して観察すると,EMI蛍光がキ ャップ状
あるいはリングに変化 し,バ ンド3がクラスターを形成することが分かった。この結果は,溶血
の過程でのホールの形成にバ ンド3が関与 していることを示唆 している。この仮説を直接証明す
るため,原子力間顕微鏡を用いて観察すると,溶血の過程では大きな一っのホールの形成が確認
されている。またEMI標識 したゴース トを用い,蛍光変化か ら溶血の過程 を解析すると,赤 血
球は膨潤,バ ンド3の集合 ・再分散などの状態を経ているとする結論が得 られた。
赤血球中のバ ンド3にっいては,従来イオンチャンネルとしての機能が論 じられているにす ぎ
ないが,本研究の結果より,本タンパクの細胞質側 ドメイ ンが重要な機能を持ち,赤血球の構造
維持に働 くことが示され,バ ンド3は数多 くの機能を持 っていることが明らかとなった。バ ンド
3に構造が類似 しているタンパク質が赤血球膜以外にも存在することが明らかになりっっあり,
本論文で用いられている手法が これ らタンパク質の機能の解明に応用できるものと考えられる。
よって本研究は,膜 タンパクの機能解明への貢献が極めて大きく,博士(薬 学)の 学位論文 と
して合格 と認定する。
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